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論文内容要旨
 匿目的】
 好塩基球及び肥満細胞は,特異抗原によるIgE受容体刺激により,ヒスタミンなどの化学伝達
 物質を遊離し,気管支喘息の発症に中心的役割を担うことが知られている。一方,これらの細胞
 は,IgE受容体刺激により,インターロイキンー3,一4,一5,一6,GM-CSFなどのサイト
 カインを産生することも報告されており,我々もこれまでに,ラット好塩基球性白血病細胞株
 (RBL-2H3)からのIgE受容体刺激によるTNFの遺伝子発現とその蛋白産生について報告して
 いる。以上の事から,IgE受容体刺激により産生されるTNFが,アレルギー性炎症,特に気管
 支喘息の発症に関与することが示唆されたため,我々は,ヒト肺組織において,IgE受容体刺激
 によるTNFの産生とその遺伝子発現,および産生細胞について検討した。
 賦方法】
 肺癌患者の手術摘出肺の健常部位を約10面の大きさに細切し,MEM培溶液で洗浄後,ヒト
 モノクローナルIgEで受動感作(37℃,2時間)を行った。さらに,MEM培養液で充分洗浄後,
 マウス抗ヒトIgE抗体(1:30)を含むMEM中で培養し(37℃,CO・5%,0・21%),IgE
 受容体刺激を行った。培養1時間後の培養肺組織中及び培養上清中のヒスタミン含量を測定し,
 ヒスタミン遊離を算出した。また,培養1,2,4時間後の培養上清中のTNF活性を測定した。
 ヒスタミンは蛍光法による自動分析装置で測定し,TNF活性は,L929細胞に対する細胞障害性
 で測定した。更に,TNFの遺伝子発現を検討するため,培養肺組織からRNAを抽出し,ヒト
 TNFcDNAプローブを用いてノーザンブロット法を行った。また,TNF産生細胞を検討するた
 め,一次抗体に抗ヒトTNFポリクローナル抗体,二次抗体にパーオキシダーゼ標識抗ウサギ
 IgGを用いて免疫組織化学染色,免疫電顕を行い,更に,免疫組織化学染色と好塩基球,肥満細
 胞に特異的なアルシャンブルー染色(pH3)との二重染色を行った。
監結果彊
 IgE受容体刺激1時間後のヒスタミン遊離は,抗IgE抗体の濃度依存性にその増大が認めら
 れた。培養1時間から4時間の培養上清中のTNF活性は,培養2時間で,.2.96±1.86uni七/108
 cells,4時間で,7.78±1.86uni七/108cells(n=5)と活性の産生と増大が認められ,更に,
 これらの活性が,抗TNF抗体により中和されたことから,TNFによるものであることが確認さ
 れた。また,ヒトTNFcDNAプローブを用いたノーザンブロットの結果,IgE受容体刺激1時
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 間目で,約2kbのTNFmRNAの発現が認められ,4時間まで,そのmRNAレベルの増大が認
 められた。抗ヒトTNFポリクローナル抗体を用いた免疫組織化学染色の結果,気管支粘膜下組
 織中の組織マクロファージ様細胞,顆粒を持った肥満細胞様細胞,気管支上皮細胞,肺胞レベル
 では肺胞マクロファージの細胞内にTNFの免疫活性が認められた。更に,免疫電顕の結果,組
 織マクロファージと気管支上皮細胞の粗面小胞体または鞍上腔にTNFの免疫活性が認められた。
 免疫組織化学染色とアルシャンブルー染色との二重染色の結果,気管支粘膜下組織中の顆粒を持っ
 たTNF陽性細胞が肺肥満細胞であることが確認された。
 ζ考察函
 以上の結果,IgE受容体刺激により,ヒト肺組織においてもTNFの遺伝子発現及びその産生
 遊離が認められた。また,TNFに対する免疫組織化学染色,免疫組織化学染色とアルシャンブ
 ルー染色との二重染色により,肺胞および組織マクロファージ,肺肥満細胞,気管支上皮細胞内
 にTNFの免疫活性が認められ,更に,免疫電顕の結果,気管支上皮および組織マクロファージ
 の粗面小胞体や核上腔にTNFの免疫活性が認められた事から,これらの細胞でTNFが,合成、
 されていることが強く示唆された。肥満細胞からのTNF産生は,高親和性IgE受容体を介した
 刺激で,マクロファージに関しては,不明であるが,低親和性IgE受容体を介した刺激で生じた
 ものと推測される。一方,これまでに気管支上皮細胞上にIgE受容体が存在すると言う報告はな
 く,我々の実験結果でも,気管支上皮細胞にIgEの結合が認められなかったことから,気管支上
 皮細胞に関しては,肥満細胞やマクロファージが,IgE受容体刺激により産生遊離した種々のメ
 ディエ一夕ーやサイトカインなどの刺激によりTNFを産生遊離したものと考えられる。このよ
 うにIgE受容体刺激によって産生遊離されたTNFは,血管内皮細胞や気管支上皮細胞に作用し,
 接着分子の発現を誘導して肺局所への炎症細胞浸潤をもたらすことにより,さらに,それらの炎
 症細胞を活性化することにより,アレルギー性炎症,とくに気管支喘息の発症に関与することが
 示唆された。
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 審査結果の要旨
 好塩基球や肥満細胞は,特異的抗原刺激を介したIgE受容体刺激により,ヒスタミンなどの化
 学伝達物質を遊離し,即時型喘息反応の発症に関与することが知られているが,最近になって,
 これらの細胞が,インタ一口イキンー3,4,5,6,GM-CSF,TNFなどの炎症性サイトカインを
 産生することも報告されており,炎症反応が基礎にある遅発型喘息反応の成因にも重要な役割を
 演じていることが示唆されている。
 本研究で著者は,実際にヒト肺組織において,IgE受容体刺激により,炎症性サイトカインの
 一つである腫瘍壊死因子(TNF)が産生遊離されるかどうか,mRNA及び蛋白レベルで検討し,
 さらに抗TNF抗体を用いた免疫組織化学染色,免疫電顕によりTNF産生細胞についても検討
 を加えている。肺癌患者の手術摘出肺組織の正常部位を細切し,ヒトIgEで受動感作後,抗ヒト
 IgE抗体で刺激すると1時間後に,抗ヒトIgE抗体の濃度依存性にヒスタミン遊離の増大が認め
 られた。上清中のTNF活性は,培養2時間目から認められ,4時間目にはさらに増大し,TNF
 mRNAの発現は,培養1時間目ですでに認められ,4時間目にはさらに増大が認められた。次
 に,抗TNF抗体を用いた免疫組織化学染色及びアルシアンブルー染色との2重染色により,組
 織及び肺胞マクロファージ,肺肥満細胞,気管支上皮細胞にTNFの免疫活性が認められ,更に
 免疫電顕で,マクロファージ,気管支上皮細胞の粗面小胞体や核上腔にTNFの免疫活性が認め
 られたことから,これらの細胞でTNFが実際に合成されていることが示された。以上の結果か
 ら,IgE受容体刺激により,ヒト肺組織においてもTNFが産生遊離され,その産生細胞が,組
 織及び肺胞マクロファージ,肺肥満細胞,気管支上皮細胞であることが示された訳であるが,こ
 れまでの研究報告や著者らの結果から,肥満細胞は高親和性IgE受容体刺激で,マクロファージ
 は低親和性IgE受容体刺激によりTNFを産生遊離し,気管支上皮に関しては,IgE受容体の存
 在が否定的であることから,肥満細胞やマクロファージがIgE受容体刺激により産生遊離した種々
 のメディエーターの刺激を受けてTNFを産生したものと考察を加えている。
 このTNFは,これまでの報告で,血管内皮細胞や気管支上皮細胞に作用してICAM-1などの
 接着分子の発現を強力に誘導して炎症局所への炎症細胞浸潤に関与すること。更に,それら炎症
 細胞に対する活性化作用を有することから,IgE受容体刺激により産生遊離されたTNFが,上
 記の生物学的活性により遅発型喘息反応の成因に関与するものと考察している。以上,本研究は,
 実際にヒト肺組織においてIgE受容体刺激によるTNF産生をmRNA及び蛋白レベルで検討し,
 さらに産生細胞も検討してTNFの遅発型喘息反応への関与を示したものであり,本論文は学位
 に値するものと考えられる。
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